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BARKODING DNA - NOWOCZESNE PQDEJSCIE DO IDENTYFIKACJI
ORGANIZMOW

PROBLEMY Z OZNACZANIEM
TAKSONOW

Jednym z najwazniejszych aspektow ba-
dan biologicznych jest poznanie i opisanie
réoznorodnosci organizméw. Od wiekéw na-
ukowcy borykaja sie z problemami, ktére
dotycza ustalenia tozsamosci badanego orga-
nizmu. Nie jest to latwe, poniewaz plastycz-
ny fenotyp i zmiennoS¢ genetyczna wyko-
rzystywane do identyfikacji gatunkow, moga
prowadzi¢ do blednych wynikow (WAUGH
2007, VALENTINI i wspétaut. 2009a).

Prawidlowa identyfikacja gatunkéw wy-
maga niezwykle szerokiej wiedzy z zakresu
morfologii i anatomii, a coraz czesSciej takze
z innych dziedzin biologii (genetyki, fizjolo-
gii, biochemii etc.). Klasycznym narzedziem
pracy systematykéw sa klucze do oznacza-
nia organizmoéw, ktorych zasadniczym zada-
niem jest umozliwienie ich szybkiego i la-
twego rozrozniania. Maja one jednak swoje
ograniczenia, a czesto sg na tyle skompliko-
wane i niejednoznaczne, ze osoba nieposia-
dajaca odpowiedniej wiedzy z zakresu tak-
sonomii czesto nie jest w stanie dokladnie
zidentyfikowac¢ obiektu swoich badan. Co
wiecej, rowniez specjaliSci popelniaja btedy
w diagnozowaniu taksonomicznym. Ponadto,
klucze do oznaczania organizméw na pod-
stawie cech morfologicznych sa czesto sku-
teczne tylko w przypadku okreslonego sta-
dium lub plci i zatem nie sa w pelni uni-
wersalnym narzedziem (HEBERT i wspotaut.
2003, PACKER i wspotaut. 2009, VALENTINI i
wspoétaut. 2009a), a w przypadku fragmen-
tow organizmu jego identyfikacja jest zazwy-

czaj niemozliwa (PACKER i wspotaut. 2009).
Dodatkowo, w wielu grupach organizméw
wystepuja gatunki kryptyczne (niemal mor-
fologicznie identyczne, zazwyczaj blisko spo-
krewnione, ale izolowane rozrodczo) i nieopi-
sane (KNOWLTON 1993), dlatego skutecznosc
kluczy w tym przypadku jest niska. Szacuje
sie, ze na Swiecie wystepuje ponad 10 mi-
lionow gatunkow (HAMMOND 1992), z ktérych
tylko stosunkowo niewielki utamek zostat
zidentyfikowany (HEBERT i wspélaut. 2003,
NEWMASTER i wspotaut. 2006, SACHITHAN-
ANDAM i wspolaut. 2015). Dlatego zaistnia-
la potrzeba stworzenia nowego podejscia
do oznaczania organizmoéw, dzieki ktéremu
mozliwe bedzie, przy mniejszych nakltadach
finansowych i czasowych, odkrycie i opisa-
nie wielu nowych gatunkow i jednoznaczne
identyfikowanie poszczegélnych osobnikow.

NOWY SYSTEM IDENTYFIKACJI
ORGANIZMOW

Ograniczenia morfologicznej identyfikacji
gatunkow wywolaly potrzebe nowego podej-
Scia do rozpoznawania organizmow i stwo-
rzenia systemu, ktory wykorzystywalby in-
formacje genetyczng jako swoisty znacznik
kazdego osobnika. System taki w swojej
istocie mialby byé wiarygodny, jednolity w
skali globalnej, latwy do wykorzystania na-
wet przez naukowcoOw nieposiadajacych wy-
specjalizowanej wiedzy na temat taksonomii,
a takze osoby pracujace, np. w instytu-
cjach ochrony i monitorowania Srodowiska.
Wszystkie te warunki speilniala idea Heberta
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(HEBERT i wspotaut. 2003). Badacz zapropo-
nowal system, ktory swoja prostota i uni-
wersalnoscia miatl przypominac¢ identyfikacje
produktow w sklepach. Po opublikowaniu
przez Heberta (HEBERT i wspoétaut. 2003) idei
identyfikacji organizméw przy uzyciu barko-
dow DNA, odbylo sie wiele debat i dyskus;ji,
ktorych efektem byl projekt Barcode of Life
Initiative (BOLI) (MIREK i wspolaut. 2007).
Gloéwnym jego zalozeniem byla standaryzacja
barkodéw DNA w skali globalnej. Realizacja
tego projektu zajelo sie CBOL (ang. Con-
sortium for the Barcode of Life) (RATNASIN-
GHAM i HEBERT 2007, VALENTINI i wspotaut.
2009a). Konsorcjum zostalo uruchomione
w maju 2005 r. i obejmuje obecnie ponad
150 organizacji z 45 krajow (STOECKLE i HE-
BERT 2008). CBOL wspiera rozwd6j miedzy-
narodowej wspolpracy badaczy, niezbedne;j
do zbudowania w ciagu najblizszych 20 lat
biblioteki kodéw kreskowych dla wszystkich
znanych organizméw eukariotycznych (RAT-
NASINGHAM i HEBERT 2007). Dzialania CBOL
doprowadzily do wustanowienia formalnych
wytycznych, ktére muszg zosta¢ spelnione w
celu wytypowania barkodow DNA. Sekwencje
musza pochodzi¢ z wyznaczonego regionu
genu, musza spelnia¢ standardy jakosci i
pochodzi¢ z okazu/szczepu, ktorego przyna-
leznos¢ taksonomiczna moze by¢ powiazana
z taksonami dostepnymi w bazach danych
(CostAa i CARVALHO 2007).

CZYM JEST BARKODING DNA?

Idea barkodingu DNA jest prosta. Kazdy
organizm posiada w swoim genomie infor-
macje genetyczna, ktéra moze zosta¢ wyko-
rzystana jako znacznik organizmu i umozliwi
jego identyfikacje (HEBERT i wspotaut. 2003,
NEWMASTER i wspotaut. 2006). Barkod DNA
to krotka sekwencja lub kilka sekwencji w
danym locus lub kilku loci, ktora umozliwi
ustalenie tozsamosci badanego organizmu
(HEBERT i wspoélaut. 2003, MORITZ i CICERO
2004). Sekwencja wykorzystana do barko-
dingu DNA musi spelnia¢ okreslone kryte-
ria. Po pierwsze, wykazywac¢ niska zmien-
nosS¢ w obrebie gatunkow, a rownoczesnie
wysoka na poziomie miedzygatunkowym. Po
drugie, taka sekwencja musi by¢ krotka,
aby fragment moégl by¢ sekwencjonowany w
pojedynczym odczycie. Po trzecie, sekwencja
powinna by¢ oflankowana przez wysoce kon-
serwowane regiony, dzieki ktéorym mozliwe
bedzie opracowanie uniwersalnych starterow
i standaryzacja barkodéw DNA dla poszcze-
g6lnych grup organizmow (KRESS i wspotaut.
20095). Ostatnim i bardzo waznym kryterium
jest wystepowanie w genomie w duzej licz-
bie kopii. Cecha ta ma ogromne znaczenie
w pracy z niewielkimi lub czeSciowo zdegra-

dowanymi fragmentami tkanek, niewielkimi
iloSciami komorek, a takze materialami ko-
palnymi. Im wieksza liczba kopii sekwencji
docelowej w genomie, tym wieksza szansa,
ze chociaz czeS¢ z nich zachowala sie w sta-
nie nienaruszonym (KRESS i wspotaut. 2005,
NEWMASTER i wspoétaut. 2006, KRESS i ERICK-
SON 2008, PECNIKAR i Buzan 2014).

BARKODY DNA WYKORZYSTYWANE DO
IDENTYFIKACJI ORGANIZMOW

Swiat zwierzecy jest bardzo réznorodny.
Obecne sa w nim zaréwno organizmy duze,
jak i drobne, wodne i ladowe. Nie jest wiec
zaskakujace, ze zwierzeta, ktére widac go-
lym okiem, sa lepiej poznane, ze wzgledu na
dobrze widoczne cechy morfologiczne. Nato-
miast mniejsi przedstawiciele w wiekszosci
sa nadal stabo opisani (WAUGH 2007). Inten-
syfikacja procesu katalogowania istniejacych
gatunkow jest wywotana, obok nastawienia
poznawczego, obserwowanym obecnie maso-
wym ginieciem organizmoéw, ktore w duzej
mierze ma podloze antropogeniczne. Tempo
tego procesu sprawia, ze istnieje potrzeba
przyspieszenia i ulatwienia procesow roz-
poznawania i identyfikacji taksonow, a ze
wzgledu na skale problemu konieczne jest
zastosowanie nowych metod. Do tego zada-
nia idealnie nadaje sie barkoding DNA.

Mitochondrialny DNA (mtDNA) ma kil-
ka zalet w poréwnaniu do jadrowego DNA.
Tempo mutacji DNA jest odwrotnie propor-
cjonalne do wielkosci genomu (DRAKE 1991,
SINDEN 2012). W zwiazku z tym jadrowy
DNA wulega wzglednie powolnej mutacji w
stosunku do mtDNA i z tego powodu wy-
magalby znacznie dluzszej sekwencji nukle-
otydow niz jest to konieczne w przypadku
mtDNA, aby zapewni¢ barkod DNA zdolny
do réznicowania gatunkéw (WAUGH 2007).

Obecnie, jako standardowy barkod DNA
dla wszystkich grup zwierzat, wykorzystywa-
ny jest fragment genu kodujacego enzym,
oksydaze cytochromu c (Coxl). Enzym ten
jest duzym transblonowym biatkiem znaj-
dujacym sie w mitochondrium, wysoce kon-
serwatywny w przypadku gatunkéw, ktore
wykorzystuja fosforylacje oksydacyjna w me-
tabolizmie oddychania (BRUNORI i wspoétaut.
1987, OSTERMEIER i wspoétaut. 1996). Co
wiecej, insercje i delecje w przypadku tego
markera sa rzadkie (BLAXTER 2004). Coxl
ma uniwersalne startery umozliwiajace iden-
tyfikacje przedstawicieli wiekszosci, jesli nie
wszystkich, gromad zwierzecych. Dodatko-
wo, ewolucja tego genu jest wystarczajaco
szybka, aby umozliwi¢ rozroznienie nie tylko
blisko spokrewnionych gatunkow, ale takze
grup filogeograficznych w obrebie jednego
gatunku (HEBERT i wspoétaut. 2003).
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Marker Coxl wykorzystywany jest row-
niez w identyfikacji grzybow. Jednak pro-
blemy z wystepowaniem intronéw i brak
rozdzielczosci na poziomie miedzygatunko-
wym uniemozliwiaja jego uniwersalne zasto-
sowanie (KRESS i wspoétaut. 2015). Dlatego
ITS (ang. internal transcribed spacer), czyli
niekodujaca domena zlokalizowana pomie-
dzy matlg podjednostka rybosomu a genami
rRNA podjednostki duzej (YANG i wspoétaut.
2012), zostata przyjeta jako standardowy
barkod DNA do identyfikacji grzybéw (SEI-
FERT 2009, KRESS i wspétaut. 2015). W
przypadku roslin ladowych sekwencja Cox1,
standardowa dla krolestwa zwierzat, wyka-
zuje niewystarczajaca zmiennos¢ (KRESS i
wspoétaut. 2005), jednak moze byé¢ wykorzy-
stywana w przypadku niektérych grup glo-
noéw (SAUNDERS 2005). Mitochondrialne DNA
roslin nie jest najlepszym zrodlem sekwen-
cji, ktore moga by¢ wykorzystane do bar-
kodingu DNA ze wzgledu na to, ze wyste-
puja w nim czeste rearanzacje i wymiana
genow z genomem jadrowym, a standaryza-
cja takich sekwencji wymaga wykorzystania
tylko tych o stabilnej strukturze (HEBERT i
wspotaut. 2003, KRESS i wspotaut. 2015).
Proponowang sekwencja standardowa dla
krolestwa roslin byt ITS. Zostala ona jed-
nak wykluczona ze wzgledu na mozliwosé
wystepowania réznych kopii tej domeny u
jednego organizmu oraz niejasnosci co do
przebiegu jej ewolucji (MIREK i wspoétaut.
2007). Ze wzgledu na to, ze geny jadrowego
DNA wystepuja w zbyt matej liczbie kopii,
aby mogly by¢ wykorzystane do sekwen-
cjonowania zdegradowanego DNA, =zaczeto
wykorzystywaé¢ chloroplastowe DNA, ktore
w komorkach roslinnych wystepuje w wie-
Iu kopiach. Przy obecnym stanie wiedzy nie
mozna wskazac¢ idealnej sekwencji barkodu
DNA w zadnym z genomoéw roslinnych, dla-
tego koniecznym jest uzycie kilku sekwencji
0 nizszej zmiennosci, ktore wspodlnie utwo-
rza barkod DNA (KRESS i wspoélaut. 2005).
Niedawno zaproponowano uniwersalny bar-
kod DNA pozwalajacy na identyfikacje or-
ganizmow fotosyntetyzujacych. W tym celu
SHERWOOD i PRESTING (2007) uzyli fragmen-
tu plastydowego genu 23S rDNA jako uni-
wersalnego markera dla roslin zauwazajac,
ze dzieki pojedynczej parze starterow wy-
korzystanej do reakcji PCR mozna uzyskac
sekwencje z szerokiego zakresu taksono-
micznego, w tym roslin wyzszych, mikro-
glonéw, a nawet cyjanobakterii. Marker ten
cechuje sie bardzo duzym sukcesem am-
plifikacji, natomiast uzytecznos¢ sekwen-
cjonowania genu 23S rDNA jest potencjal-
nie ograniczona ze wzgledu na stosunkowo
mala ilos¢ informacji w bazach danych.

REFERENCYJNYJNE BAZY DANYCH

Jednym z najwazniejszych elementéw ini-
cjatywy barkodingu DNA jest budowa pu-
blicznej biblioteki referencyjnej zawierajacej
identyfikatory taksonow, ktéora mozna wy-
korzysta¢ do przypisania nieznanych osob-
nikow znanym gatunkom. Obecnie istnieja
dwie gléwne bazy danych zawierajace se-
kwencje barkodéw DNA, ktoére wypelniaja te
role: BoLD i GenBank.

Dzieki systemom informatycznym, takim
jak BoLD (ang. Barcode of Life Database),
wspomagane jest pozyskiwanie, przechowy-
wanie, analiza i publikacja rekordéw barko-
déw DNA (STRUGNELL i LINDGREN 2007). Pro-
gram ten zapewnia zintegrowana platforme
bioinformatyczna, ktéra obshluguje wszystkie
etapy Sciezki analitycznej, od pobrania prob-
ki do scisle zweryfikowanej biblioteki ko-
dow kreskowych (STOECKLE i HEBERT 2008).
BoLD jest bezplatnie dostepny dla kazde-
go badacza zainteresowanego barkodingiem
DNA i zawiera ponad 6 milionow sekwencji
barkodéw DNA (www.boldsystems.org). Za-
pewniajac wyspecjalizowane ustugi, ulatwia
zestawianie rekordéw spelniajacych standar-
dy wymagane do uzyskania barkodu DNA
w globalnych bazach danych sekwencji (Co-
STA i CARVALHO 2007). Dzieki internetowemu
systemowi dostarczania danych stanowi cen-
ne wsparcie projektow badawczych (RATNA-
SINGHAM i HEBERT 2007).

Referencyjna baza danych GenBank za-
wiera ponad 200 milionéw sekwencji po-
chodzacych z réznych organizmoéw, groma-
dzonych glownie przez bezposrednie prze-
kazywanie sekwencji z poszczegolnych labo-
ratoriow i projektéow sekwencjonowania na
duzg skale (w tym z projektow dotyczacych
calych genomoéw, a takze pochodzacych z
pobierania probek srodowiskowych) (BENSON
i wspoélaut. 2018). Stala wymiana danych z
European Nucleotide Archive i Japan Data
Bank zapewnia zasieg o charakterze glo-
balnym (CosTA i CARVALHO 2007, BENSON
i wspétaut. 2018). GenBank jest dostepny
za posrednictwem bazy danych NCBI (ang.
National Center for Biotechnology Informa-
tion; najwieksza baza informacji z dziedziny
nauk biomedycznych), ktéra integruje dane
z gléwnych baz danych sekwencji DNA i
biatek wraz z taksonomia, genomami, ma-
powaniem i informacjami o strukturze bial-
ka (PRUITT i wspoétaut. 2008) oraz literatura
biomedyczna za posrednictwem PubMed (an-
gielskojezyczna wyszukiwarka internetowych
baz danych obejmujaca artykuly z dziedziny
medycyny i nauk biologicznych). Algorytm
BLAST zapewnia wyszukiwanie podobien-
stwa sekwencji w GenBank i innych bazach
danych. NCBI oferuje rowniez szeroki wa-
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chlarz ustug wyszukiwania i analizy w opar-
ciu o dane GenBank (SHARMA i wspoétaut.
20018). Baza danych GenBank i powiazane
zasoby sa ogoblnodostepne na stronie glownej
NCBI (BENSON i wspoétaut. 2018). Kazdego
roku przybywa coraz wiecej sekwencji refe-
rencyjnych, co pokazuja badania Bensona
z lat 1994-2018. Dane z 1994 r. (BENSON i
wspotaut. 1994) informuja, ze baza danych
GenBank zawierala 182 753 sekwencji, zas
dane z 2018 r. pokazuja znaczny wzrost do
ponad 200 milionéw sekwencji. Dzieki refe-
rencyjnym bazom danych mozliwe jest zi-
dentyfikowanie badanych taksonow. Im wie-
cej informacji, tym szybsza i wiarygodniejsza
jest interpretacja uzyskanych wynikow.

MATERIAL I JEGO ANALIZA

Material do analiz laboratoryjnych bar-
kodingu DNA moze pochodzic z kolekcji
roznych instytucji naukowych, moze byc¢ to
material Srodowiskowy (woda, powietrze, gle-
ba, osady), a takze material kopalny (KRESS
i wspotaut. 2015). W probach srodowisko-
wych znajduja sie zwiazki zaré6wno organicz-
ne, jak i nieorganiczne. Moga w nim by¢
obecne rowniez zywe osobniki (tj. mikroor-
ganizmy lub malte makroorganizmy) i reszt-
ki makroorganizméw zdeponowane w oko-
licy miejsca pobierania prébek (TABERLET i
wspoétaut. 2012).

Do tej pory probki srodowiskowe byly
wykorzystywane gléwnie do badania zbioro-
wisk mikroorganizméow. W tym przypadku
mozna uzyskaé¢ sekwencje DNA kilkuset par
zasad, poniewaz DNA dobrej jakosci ekstra-
huje sie z zywych mikroorganizméw (TABER-
LET i wspotaut. 2012). Préobki Srodowiskowe
moga by¢ réwniez przydatne do charakte-
ryzowania roznorodnosci gatunkéw roslin
lub zwierzat w ekosystemach (HAJIBABAEI
i wspotaut. 2007). W tym przypadku DNA
czesto pochodzi z martwych makroorgani-
zmow, w wiekszosci przypadkéw materiat
jest wysoce zdegradowany. Nowe techniki
sekwencjonowania w potaczeniu z uniwersal-
nymi starterami, ktére wzmacniaja kroétkie
fragmenty, umozliwiaja identyfikacje réznych
taksonéw w takim materiale. Ponizej podano
przykladowe prace przeprowadzone przy wy-
korzystaniu roznego rodzaju probek Srodowi-
skowych:

— badania zbiorowisk makroorganizmoéow
(przy uzyciu prébek wody) bez konieczno-
Sci obserwacji tych osobnikéw w Srodowisku
(FICETOLA i wspotaut. 2008);

— badania prowadzone na wiecznej zmar-
zlinie i rdzeniach lodowych, do opisu ga-
tunkéw wymartych (JORGENSEN i wspoétaut.
2012, BELLEMAIN i wspoétaut. 2013);

— badania wystepowania i struktury ge-
netycznej organizmow inwazyjnych w osa-
dach (PORcCO i wspoétaut. 2013);

— badania dotyczace identyfikacji gatun-
kéw inwazyjnych (rézne rodzaje préb Srodo-
wiskowych w tym rézne obiekty nieozywione)
(ARMSTRONG i BALL 2005, BRISKI i wspoétaut.
2011, DEJEAN i wspétaut. 2012).

W przypadku osadow badz tkanek zwie-
rzecych zaleca sie wczesniejsza liofilizacje
materialu (PRIGIGALLO 1 wspoétaut. 2015).
Jezeli analizom poddawane sa rosliny, to
wskazane jest wczeSniejsze zamrazanie i
rozmrazanie materiatu, umozliwiajgce efek-
tywniejsza degradacje Scian komoérkowych
(SAHU 1 wspoétaut. 2012). Traktowanie mate-
rialu na potrzeby barkodingu jest identyczne
jak w przypadku innych analiz genetycznych
(Ryc. 1). Niewielka ilos¢ tkanki czy hodowli
komoérkowej jest wykorzystywana do izolacji
genomowego DNA przy uzyciu roznych ze-
stawoéw dostepnych na rynku biotechnolo-
gicznym. Nastepnie, uzywajac uniwersalnych
par starterow badz kombinacji kilku starte-
row, powiela sie pozadany fragment w lan-
cuchowej reakcji polimerazy (PCR). Zamplifi-
kowany material poddawany jest elektrofore-
zie na zelu agarozowym w celu sprawdzenia
jakosci jego produktéow, ktéore poddaje sie
sekwencjonowaniu. W celu identyfikacji da-
nego organizmu zwykle wykonywane jest se-
kwencjonowanie metoda SANGERA i wspotaut.
(1977), ktora wykorzystuje wlasciwosci di-
deoksynukleotydéw (ddNTP), czyli nukleoty-
doéw nieposiadajacych grupy hydroksylowej,
a jedynie wodor w pozycjach 2’ i 3’ cukru.
Przylaczenie dideoksynukleotydu do nowo
syntetyzowanego DNA hamuje wydluzanie
nici, z powodu braku grupy hydroksylowe;j
w pozycji 3’ pentozy, niezbednej do utwo-

Prébka danego
organizmu

lzolacja DNA

.

PCR

B

Sekwencjonowanie

o

Identyfikacja
organizmu

00002

Ryc. 1. Identyfikacja gatunkéw przy uzyciu tech-
nik molekularnych.
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rzenia wiazania fosfodiestrowego (SANGER i
wspotaut. 1977). Dzieki temu uzyskuje sie
sekwencje, ktore moga zostaé¢ porownywane
z dostepnymi w bazach danych. Algorytmy,
np. BLAST, pozwalaja wyszukiwac¢ sekwencje
najbardziej podobne do uzyskanych docelo-
wych, co czesto umozliwia zidentyfikowanie
pojedynczego organizmu ze 100% pewnoscig.

W ostatnim dziesiecioleciu przeprowa-
dzono roéznorodne badania majace na celu
opracowanie alternatywnych podejs¢ do ana-
lizy réznorodnosci biologicznej za pomoca
metod opartych na sekwencjach DNA, ta-
kich jak filogenetyka molekularna i barkody
DNA (HAJIBABAEI i wspotaut. 2007). Ciagtle
rozwijanie i laczenie bibliotek referencyjnych
barkodow DNA zapewnia baze danych dla
systemu identyfikacji opartego na DNA. Za-
stosowanie metod sekwencjonowania nowej
generacji (NGS) w badaniach réznorodnosci
biologicznej, moze dodatkowo rozszerzyc¢ za-
stosowanie informacji o DNA do biomonito-
ringu w nieosiagalnej dotad skali. Technolo-
gie sekwencjonowania nowej generacji cha-
rakteryzuja sie ogromng przepustowoscia, co
znacznie obniza koszt odczytywania kolejno-
Sci nukleotydow, w poréwnaniu ze standar-
dowa metoda Sangera (SHOKRALLA i wspol-
aut. 2012). Analiza eDNA (Srodowiskowego;
ang. e-environment) przy uzyciu barkodow
DNA jest kluczowym zastosowaniem sekwen-
cjonowania NGS w badaniach ekologicz-
nych. Dostep do ogromnej liczby sekwencji
i dalsze ulepszanie odczytywania dlugosci i
przepustowosci roznych platform sekwencyj-
nych, prowadza do lepszego poznania bio-
roznorodnosci badanych prébek srodowisko-
wych. Nowe technologie szybko sie rozwijaja
i stwarzaja mozliwosci znacznego rozwoju
wiedzy ekologicznej i badan srodowiskowych.

WYKORZYSTANIE BARKODINGU DNA
W BADANIACH SRODOWISKOWYCH

Barkoding DNA moze réwniez odgrywac
wazna role w monitoringu i ocenie rézno-
rodnosci biologicznej, zaré6wno obecnych, jak
i dawnych zbiorowisk roslinnych i zwierze-
cych (HAJIBABAEI i wspétaut. 2007). Jest to
metoda tansza i szybsza od tradycyjnej in-
wentaryzacji gatunkow w danym ekosys-
temie (VALENTINI i wspoétaut. 2009a). Meto-
da ta umozliwia ocene bioréoznorodnosci w
probkach sSrodowiskowych (osady, gleba czy
woda) przez identyfikacje taksonéw na pod-
stawie obecnych w nich sladéw DNA (FICE-
TOLA 1 wspotaut. 2008, GRrRoss 2012). Barko-
ding DNA moze zastgpi¢ rutynowsa identyfi-
kacje prowadzona przez wielu systematykow,
ktorych praca moglaby sie koncentrowaé ra-
czej na identyfikacji wzorcéw referencyjnych
do ustalenia wiarygodnosci baz danych.

Charakterystyka ekosysteméow wystepu-
jacych w przesztosci na podstawie danych
kopalnych jest bardzo trudna ze wzgledu na
wlasciwosci probek. W wiekszosci przypad-
kow identyfikacja morfologiczna na poziomie
gatunku jest bardzo trudna lub wrecz nie-
mozliwa (RAWLENCE i wspélaut. 2014, THOM-
SEN i WILLERSLEV 2015). W takim przypad-
ku narzedzia molekularne i barkoding DNA
moglyby pomoc naukowcom w dokladnym
opisaniu bior6znorodnosci zbiorowisk ro-
Slinnych i zwierzecych oraz rekonstrukcji
ekosystemow, nawet z dalekiej przeszlosci
(THOMSEN i WILLERSLEV 2015). Podejscie mo-
lekularne mozna dodatkowo zastosowac¢ do
badania diety wymarlych zwierzat (VALENTINI
i wspoétaut. 2009b).

Badanie sieci pokarmowych i ich dyna-
miki ma zasadnicze znaczenie dla zrozu-
mienia, w jaki sposéb odzywianie réznych
gatunkow moze wplywaé na funkcjono-
wanie ekosystemu jako calosci (SOININEN i
wspotaut. 2009, CARREON-MARTINEZ i HEATH
2010). Ponadto, poznanie sposobu odzywia-
nia ma kluczowe znaczenie w przypadku za-
grozonych gatunkow. Dokladna znajomoscé
ich diety moze wskazywac¢ na zasoby Srodo-
wiskowe niezbedne dla projektowania sku-
tecznych strategii ich ochrony (VALENTINI i
wspoétaut. 2009b). Barkody DNA umozliwiaja
zatem poznanie diety osobnika na podstawie
analizy kalu lub zawartosci zotadka (SOININ-
EN i wspotaut. 2009, VALENTINI i wspolaut.
2009b). Jest to szczegdlnie pomocne, gdy
zywno$ci nie da sie zidentyfikowaé¢ na pod-
stawie kryteriéw morfologicznych.

INNE ZASTOSOWANIA BARKODINGU
DNA

Narzedzie to ma szerokie zastosowania
praktyczne. Jest przydatne w naukach me-
dycznych w oznaczaniu alergenéw u ludzi.
Pozwalaja takze bardzo szybko zidentyfi-
kowac¢ organizmy wywolujace zatrucia po-
karmowe (grzyby, rosliny, zwierzeta) (WONG
i HANNER 2008, GRzZYWACZ i BOGDANOWICZ
2009). Barkody DNA mozna takze wykorzy-
staé w badaniach stuzacych okreslaniu po-
krewienstwa lub rodzicielstwa (GRZYWACZ i
BoGbDaNoOwICcz 2009).

Bezpieczenstwo i jakoS¢ zywnosci stano-
wig obecnie powazny problem. Pojawia sie
on czesto w mediach, prowokujac dyskusje
publiczna. Istnieje rosnace zapotrzebowanie
na poprawe kontroli jakosci, a tym samym
skierowanie badan naukowych w kierunku
opracowania niezawodnych narzedzi moleku-
larnych do analizy zywnosci. Barkoding DNA
jest szeroko stosowanym systemem mole-
kularnym, ktéry moze identyfikowac¢ probki
biologiczne i stuzy do identyfikacji zaréwno
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surowcow, jak i przetworzonej zywnosci. Po-
siada on rowniez zastosowanie w identyfi-
kacji naduzy¢ handlowych (WONG i HANNER
2008, GALIMBERTI i wspétaut. 2013).

Wykorzystanie analizy DNA w dochodze-
niach sadowych dotyczacych przemocy wo-
bec zwierzat i ochrony roznorodnosci biolo-
gicznej jest obecnie powszechne, a zbrodnie,
takie jak nielegalny przemyt, klusownictwo
i bezprawny handel chronionymi gatunka-
mi, sa coraz czeSciej badane za pomoca do-
wodow opartych na analizie DNA (DALTON i
KotzE 2011, IYENGAR 2014). Ponadto, bar-
kody DNA znajdujg zastosowanie takze w
entomologii sadowej. Identyfikacja nekrofa-
gicznych owad6éw moze pomé6c w otrzymaniu
szczegdlowych informacji dotyczacych czasu
i miejsca zgonu. Wyniki uzyskane za pomo-
cg barkodow DNA moga by¢ takze pomocne
w przypadku podejrzenia morderstwa (ME-
IKLEJOHNI wspotaut. 2013, ROLO i wspoétaut.
2013).

CZY BARKODING DNA ZASTAPI
TRADYCYJNE METODY
IDENTYFIKACJI?

Barkoding DNA ma stanowi¢ mocne uzu-
pelnienie badan taksonomicznych, majac na
celu wyparcia tradycyjnych metod oznacza-
nia gatunkéw. W przysztosci taksonomowie i
ekolodzy beda mogli prowadzi¢ badania sro-
dowiskowe bez potrzeby uzywania do ozna-
czen kluczy morfologicznych. Barkoding DNA
umozliwi oznaczanie réznorodnosci DNA w
obrebie morfologicznie nierozpoznanych ga-
tunkéw, a takze stanie sie genetycznym
kluczem do szybkiej identyfikacji opisanych
juz wczesniej taksonéw (EBACH i HOLDREGE
2005). Linneuszowski system taksonomiczny
stanie sie bardziej dostepny, co przyniesie
korzysci ekologom, dzialaczom zajmujacym
sie ochrong przyrody oraz agencjom zajmu-
jacym sie zwalczaniem szkodnikow, gatunkow
inwazyjnych i bezpieczenstwem zywnosci (HE-
BERT i GREGORY 2005). Dzigki barkodom DNA
mozliwy bedzie latwy dostep do nazw i cech
biologicznych dowolnego gatunku na naszej
planecie. Barkoding DNA przyspieszy tempo
identyfikacji organizmow, umozliwiajac syste-
matykom szybkie sortowanie okazow i wykry-
wanie tych taksonow, ktére moga reprezento-
wacé gatunki dotychczas nieopisane. Barkody
DNA oferuja uczonym mozliwos¢ znacznego
rozszerzenia baz danych, w tym uzyskania
globalnego spisu taksonoéw oraz pehliejszego
poznania réznorodnosci zycia.

PODSUMOWANIE

Nowe narzedzia do identyfikacji taksonow
sa niezwykle potrzebne. Wraz ze wzrostem

antropopresji ekosystemy ulegaja zmianom,
ktore prowadzi¢ moga do wymierania gatun-
kow i utraty bioréznorodnosci. Koniecznym
jest skatalogowanie i rozpoznanie bogactwa
gatunkowego danych ekosystemow, aby moéc
monitorowa¢ zachodzace w nim zmiany i
probowaé¢ im zapobiec. Umozliwi to prosty,
efektywny system - barkoding DNA, narze-
dzie shuzace do opisu istniejacych gatunkow,
przydatne takze w identyfikacji zupelnie no-
wych taksonow. Ze wzgledu na wiele ograni-
czen wynikajacych z morfologicznego diagno-
zowania taksonomicznego, tradycyjne meto-
dy sa coraz czesciej uzupelniane o znaczniki
molekularne. Istniejg liczne zastosowania dla
barkodéw DNA, a czeS¢ z nich zostanie z
pewnoscia w przyszilosci dopracowana, po-
niewaz molekularna ocena ré6znorodnosci
organizmow odgrywa coraz wieksza role w
kontrolowaniu i wykrywaniu gatunkéw in-
wazyjnych, identyfikacji organizméw w celu
monitorowania Srodowiska oraz testowania
komercyjnych produktéw pochodzenia zwie-
rzecego czy roslinnego.

Streszczenie

Na $Swiecie wystepuje wiele gatunkow, z ktérych
jeszcze nie wszystkie sa poznane i opisane. Tradycyjne
techniki oznaczania taksonow, gléownie przy wykorzysta-
niu cech morfologicznych i odpowiednich kluczy, maja
istotne ograniczenia. Dlatego tez istnieje potrzeba nowe-
go podejscia do diagnozowania taksonomicznego organi-
zmoOw 1 zastosowania metod, ktore beda latwe, szybkie,
tanie oraz wiarygodne. Barkoding DNA idealnie wpaso-
wuje sie w te potrzebe. Jest to system identyfikacji ga-
tunkoéw w oparciu o jedng lub kilka krotkich, charakte-
rystycznych dla danego organizmu sekwencji DNA. Moze
by¢ on wykorzystany do ustalenia tozsamosci znanych
gatunkow, badz tez do poznania tych nieodkrytych. Do-
datkowo system ten moze by¢ wykorzystany w paleoeko-
logii, badaniach réznorodnosci biologicznej i sieci troficz-
nych oraz moze mie¢ wiele innych zastosowan. Niniejsza
praca przedstawia idee barkodingu DNA, standardowe
markery wykorzystywane do identyfikacji organizmow, a
takze mozliwosci wykorzystania barkodéw DNA w nauce
oraz w celach praktycznych i komercyjnych.
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DNA BARCODING - A MODERN APPROACH TO IDENTIFICATION OF ORGANISMS

Summary

There exists a great many species in the world. Many of them are still undiscovered and undescribed. Tradi-
tional techniques of species identification based on their morphological peculriarity and specially designed keys have
significant limitations. Therefore, there appear a need for a new approach to taxonomic identification of organisms
that would be easy, fast and reliable. Barcoding DNA is the ideal candidate for species identification system based
on one or several short DNA sequences characteristic for an organism. It can be used to determine the identity of
known species or to describe undiscovered ones. In addition, it can be used in palaeoecology, biodiversity research
and in studies on trophic networks. This paper presents the idea underlying DNA barcoding, standard markers
used to organisms identification and possible applications of DNA barcodes in science and for practical and com-
mercial purposes.
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